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【要約】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A deubiquitinating enzyme, USP7 regulates allergic airway inflammation 
 
（脱ユビキチン化酵素	USP7 はアレルギー性気道炎症を制御する） 
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【目的】 
 
Ubiquitin-specific protease 7 (USP7)は Herpes virus-associated 
ubiquitin-specific protease (HAUSP)の名でも知られる脱ユビキチン化酵素の 1 つ
であり、基質特異的にユビキチンを取り除く反応を触媒する。ユビキチン化および脱
ユビキチン化は様々な生体反応に関与することが知られている。例えば、タンパク分
解やエピジェネティック制御、細胞周期調節、アポトーシス、細胞分裂、腫瘍形成な
どである。USP7 に関しても様々な分野での機能が報告されており、とりわけ腫瘍の
分野で研究が盛んである。免疫分野に着目すると、制御性 T (Treg) 細胞において重
要な転写因子である Foxp3 の脱ユビキチン化を介して細胞の安定化に寄与している
ことが近年報告されている。 
 
CD4T 細胞は様々なサブセットに分化することが知られており、例えば 1 型ヘルパー
T(Th1)細胞や Th2 細胞、Th17 細胞、Treg 細胞などが代表例である。これらの CD4T
細胞サブセットは体外の病原体に対する生体防御において非常に重要な役割を果た
している一方で、様々なアレルギー性炎症疾患の病態形成にも関与していることが知
られている。その中でも、Th2 細胞は気管支喘息をはじめとしたアレルギー性炎症
疾患に深く関与しており、病態形成の中心的役割を担っている。 
 
前述の通り、USP7 の Treg 細胞における役割については理解が深まっている一方で、
その他の免疫細胞との関係やアレルギー性疾患における役割についてはほとんど分
かっていない。そこで我々は、Th2 細胞が深く病態形成に関わっているアレルギー
性気道炎症における USP7 の役割を明らかにすることを目的とした。 
 
【方法】 
 
ハウスダストマイト(HDM)およびオボアルブミン(OVA)といった抗原を経鼻投与す
ることでアレルギー性気道炎症を惹起し、気管支肺胞洗浄液中の免疫細胞数や気道抵
抗値、病理像の解析を行うことで気道炎症の程度を評価した。 
 
本研究では Usp7fl/flマウス、CD4-Cre マウス、ERT2-Cre マウス、抗 OVA 特異的 TCR-
αβトランスジェニック(OT-Ⅱ Tg)マウス、C57BL/6 を用いた。 
 
【結果・考察】 
 
Usp7 欠損マウスは胚性致死であることが知られているため、まず我々は、実験に使
用できる条件付きノックアウトマウスの検討を行った。初めに、Usp7fl/flマウスと
CD4-Creマウスを交配し胸腺と脾臓における CD4+CD8-T細胞および CD4-CD8+T細
胞数を評価した。その結果、胸腺と脾臓の両者において、CD4+CD8-T 細胞および
CD4-CD8+T 細胞数がコントロールマウスに比べて著しく少なかった。この結果から
Usp7 は T 細胞の分化もしくは生存に非常に重要であることが示唆されたと同時に、
Usp7fl/fl CD4-Cre マウスは本実験に適さないことが示された。そこで、Usp7fl/flマウ
スと ERT2-Cre マウスを交配し、Usp7 条件付きノックアウトマウスを作成し実験に
  
使用した。このマウスの細胞では、タモキシフェンもしくはヒドロキシタモキシフェ
ン投与によりに Usp7 が欠損することが理論上想定され、mRNA レベルで確かに
Usp7 が欠損していることを確認した。 
 
アレルギー性気道炎症マウスモデルとして、HDM 経鼻投与による系を用いて解析を
行った。Usp7fl/fl ERT2-Cre マウスと Usp7+/+ ERT2-Cre マウスに対してタモキシフ
ェンを腹腔内投与した後、HDM もしくは PBS を週 3 回、3 週間経鼻投与し、HDM
もしくは PBS の最終投与から 24 時間後に解析を行った。計 4 群に分けて結果を比
較した。 
はじめに、気管支肺胞洗浄液中の免疫細胞数を評価した。PBS 投与群に比べて HDM
投与群では、Usp7+/+ ERT2-Cre マウスにおいて好酸球数および総細胞数が著しく増
加しており気道炎症が強く誘導された。一方で、Usp7fl/fl ERT2-Cre マウスでは
Usp7+/+ ERT2-Cre マウスと比べて、好酸球数と総細胞数は著しく少なく、Usp7 を
欠損することで気道炎症の程度が減弱することが示された。続いて、メサコリンの経
気管投与の系を用いて、気道抵抗値を測定した。HDM 投与群では、Usp7+/+ ERT2-Cre
マウスにおいてメサコリン濃度依存的に気道抵抗値が上昇し、気道炎症が強く誘導さ
れたことが示された。一方で、Usp7fl/fl ERT2-Cre マウスにおいては、驚くべきこと
にPBS投与群と同程度の気道抵抗値を示し、気道抵抗上昇はほぼ認められなかった。
さらに、病理学的な解析を行ったところ、HDM 投与群では、Usp7+/+ ERT2-Cre マウ
スにおいて、気管支周囲への多くの炎症細胞浸潤を認め、末梢気管支での粘液産生像
も多く認められた。その一方で、Usp7fl/fl ERT2-Cre マウスにおいては、炎症細胞浸
潤をほぼ認めず、末梢気管支での粘液産生像もほぼ認められなかった。病理学的な評
価においても Usp7 を欠損することで気道炎症の程度が減弱することが示された。 
 
次に、これまでに示してきた表現型の違いが Th2 細胞における Usp7 の欠損に起因
しているかどうか検討する目的で、Th2 細胞特異的に Usp7 を欠損させた状態での
アレルギー性気道炎症モデルを用いて解析を行うこととした。 
具体的には以下の手順で解析した。Usp7+/+ ERT2-Cre OT-Ⅱ Tg マウスおよび
Usp7fl/fl ERT2-Cre OT-Ⅱ Tg マウスの脾臓から Naïve CD4 T 細胞を取り出し、
C57BL/6 の脾臓由来の抗原提示細胞と共に Th2 細胞条件で培養した。初めの 24 時
間はヒドロキシタモキシフェンを添加した状態で培養し、Usp7fl/fl ERT2-Cre OT-Ⅱ 
Tg マウス由来の細胞でのみ Usp7 を欠損させた。培養第 6 日に Th2 細胞を回収し、
経静脈的に C57BL/6 に養子移入した。養子移入後 1・3・4 日目にそれらのマウス
に OVA もしくは PBS を経鼻的に投与した。OVA もしくは PBS の最終投与から 24
時間後に解析を行い、結果を計 4 群で比較した。以後、Usp7+/+ ERT2-Cre OT-Ⅱ Tg
マウス由来の Th2 細胞を養子移入されたマウスを「WT マウス」、Usp7fl/fl ERT2-Cre 
OT-Ⅱ Tg マウス由来の Th2 細胞を養子移入されたマウスを「KO マウス」と記載す
る。 
はじめに、気管支肺胞洗浄液中の免疫細胞数を評価した。PBS 投与群と比べて OVA
投与群の WT マウスにおいて、好酸球数および総細胞数が著しく増加しており気道
炎症が強く誘導された。一方で、OVA 投与群の KO マウスでは、WT マウスと比較
して好酸球数と総細胞数は著しく少なく、Th2 細胞特異的に Usp7 を欠損すること
  
でも気道炎症の程度が減弱することが示された。続いて、メサコリンの経気管投与の
系を用いて、気道抵抗値を測定した。OVA 投与群では、WT マウスにおいてメサコ
リン濃度依存的に気道抵抗値が上昇し、気道炎症が強く誘導された。一方で、KO マ
ウスにおいては、PBS 投与群と同程度の気道抵抗値を示し、気道抵抗上昇はほぼ認め
られなかった。さらに、病理学的な解析を行ったところ、OVA 投与群では、WT マ
ウスにおいて、気管支周囲への非常に多くの炎症細胞浸潤を認め、末梢気管支での粘
液産生像も多く認められた。その一方で、KO マウスにおいては、炎症細胞浸潤をほ
ぼ認めず、末梢気管支での粘液産生像もほぼ認められなかった。病理学的な評価にお
いて、Th2 細胞特異的に Usp7 を欠損することでも気道炎症の程度が減弱すること
が示された。 
以上の結果は HDM を用いた実験系と同様のものであった。すなわち、全身で Usp7
を欠損させたアレルギー性気道炎症マウスモデルにおける表現型の少なくとも一部
は Th2 細胞における Usp7 欠損に起因していることが示された。 
 
次に、Th2 細胞における Usp7 欠損がアレルギー性気道炎症を減弱させる分子機序
を明らかにする目的で解析を行った。 
Usp7+/+ ERT2-Cre マウスおよび Usp7fl/fl ERT2-Cre マウスの脾臓から Naïve CD4 T
細胞を取り出し、in vitro で培養を行った。Th1、Th2、Th17、Treg 細胞にそれぞ
れ分化誘導し、サイトカイン分泌や転写因子の発現を評価した。Th1 細胞および
Th17 細胞ではそれぞれの代表的なサイトカインである IFN-γと IL-17A の産生量に
有意な差は認められなかった。また、Treg 細胞では既報と矛盾せず、Usp7 欠損に
より Treg 細胞に重要な転写因子である Foxp3 の発現が低下した。Th2 細胞におい
ていくつかの代表的なサイトカイン産生を評価したところ、興味深いことに IL-4 や
IL-5 では有意な差を認めなかったのに対し、IL-13 については、Usp7fl/fl ERT2-Cre
マウス由来の細胞で有意に産生量が低下していた。 
IL-13 はアレルギー性気道炎症の病態形成において非常に重要な役割を果たしてい
ることが知られており、とりわけ気道抵抗の増強に深く関与している。今回のマウス
モデルにおいてもメサコリン誘導性の気道抵抗の解析では Usp7 欠損 Th2 細胞を養
子移入したマウスに OVA を投与した群で有意に気道抵抗が減弱しており、in vitro
で見られた IL-13 産生低下がマウスモデルでの表現型の少なくとも一部を説明しう
るものと考えられた。 
 
最後に Usp7+/+ ERT2-Cre マウスおよび Usp7fl/fl ERT2-Cre マウス由来の、in vitro
で培養した Th2 細胞での遺伝子発現の違いを網羅的に解析する目的で
RNA-sequence を行った。その結果、Usp7 欠損 Th2 細胞で有意に発現が低下した
48 遺伝子と発現が上昇した 24 遺伝子を見出した。その中には Il13 も含まれており、
IL-13 は転写レベルで発現が低下していることが示された。 
 
【結論】 
Usp7がアレルギー性気道炎症における病態形成に強く関与していることが示された。
Usp7 欠損の結果気道炎症の程度が減弱する理由の一つとして Th2 細胞での IL-13
発現低下が考えられた。Usp7 を起点とした一連の経路を阻害することでアレルギー
性気道炎症の新規治療法確立の一助となる可能性が示された。  
